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近年、ヒトの腸内細菌叢を構成する細菌のうち、以下に挙げる菌種で大腸癌との関連を示唆す
る報告がなされている。Fusobacterium nucleatum、Streptococcus gallolyticus、enterotoxigenic 
Bacteroides fragilis。これらと共に、大腸菌（Escherichia coli ； 以下 E. coli と略記）の一部の株も
大腸癌との関連を疑われている。
pks island と呼ばれる一連の遺伝子群（全長約 54000塩基対）を有する E. coli株と共培養され
たヒト体細胞では、DNA 二重鎖切断・DNA 修復機構活性化・細胞周期停止が見られること、無菌
環境下で大腸炎モデルマウス（IL10-/-）に発癌物質 azoxymethane と pks陽性 E. coli株を経口投与
すると大腸炎に加えて高率に大腸癌を発症すること、pks陰性 E. coli株では同程度の大腸炎を発
症するものの大腸癌は発症しないこと、ヒト大腸組織検体において大腸癌および大腸腺腫症例で
の pks陽性 E. coli株保有率は control と比較して有意に高いことなどが、欧米を中心とした研究機
関から既に報告されている。
pks islandから生成される最終産物蛋白は colibactin と呼ばれ、pks islandの一部である clbP遺
伝子（全長 1515 塩基対）のコード蛋白（ClbP）のペプチダーゼ活性により分解されることで活性を
持つ最終産物となると推定されている。colibactin の分離精製はまだ成功していないが、構造解析
技術により理論上 ClbP の活性を阻害するようにホウ素を含む低分子化合物を作製し、これを培地
に添加すると、上述の pks陽性E. coli株が細胞毒性をほぼ完全に喪失することが示されている。ま
た、pks islandを有するのは E. coliの中でも腸管外病原性株（ExPEC） および非病原性株の一部
（分類学的には全て phylogenetic group B2に属する）のみとする報告が多いが、少数の事例にお
いて phylogenetic group B1 E. coliおよび E. coli以外の腸内細菌科細菌にも pks islandを有する
株の存在が報告されている。
ヒトにおける pks陽性 E. coliの有無と大腸癌・腺腫の関連を検討した既報は複数存在するが、
いずれも欧米の報告で、開腹手術あるいは内視鏡下生検で得られた大腸組織検体を用いている。
しかし日本人で pks陽性 E. coli と大腸癌・腺腫の関連を検討した報告はない。また、検体として非
侵襲的に入手可能なもの（便など）を使用した同様の検討もない。
欧米人と人種や生活習慣の異なる日本人において、また、組織と異なり非侵襲的に入手できる
便や内視鏡検査時の腸管洗浄液を用いて pks陽性細菌と大腸癌・腺腫の関連を検討することには
意義があると考えた。そこで、本研究では当院受診症例の腸管洗浄液を検体として用い、検体中
の pks陽性細菌の有無・菌量と大腸癌・腺腫の関連があるか検討した。pks陽性細菌の検出には細
菌から抽出した DNA を用いることとし、腸管洗浄液から抽出した全細菌の DNA に対し、pks 陽性
DNA を検出する上で適切なプライマー・ペアを用いた Conventional PCR（polymerase chain 
reaction）法および real-time quantitative PCR法によりこれを検出あるいは定量した。その上で、大
腸癌および腺腫患者での pks 陽性細菌保有率が control と比較して有意に高いかどうかを検討し
た。 
また、ClbP は pks 陽性細菌の細胞毒性と強く関連していると考えられ、大腸癌予防に関連して
今後の創薬ターゲットになる可能性など、さらなる研究の余地を有しているが、その配列の多型に
ついて具体的に検討した報告がなかった。本研究では入手した pks陽性菌株を用い、clbP遺伝子
の全長の DNAシークエンシングを行ない、多型の有無を検討した。 
 
2014年 1月から腸管洗浄液採取を開始し、2015年 6月までに 172症例の腸管洗浄液を採取
した。 
既報で具体的に検討されていない、pks 陽性 DNA の Conventional PCR における検出閾値を
検討し、1pg/μLであった。real-time quantitative PCRの結果とも良く合致した。 
pks陽性 DNAを検出するために本研究で用いたプライマー・ペアの妥当性を、pks islandの両
端部分を検出するよう設計された別の 2種類のプライマー・ペアを用いた PCRで確認した。 
real-time quantitative PCRで判明した pks陽性細菌と全腸内細菌科細菌の比率を培養法の結
果と比較し、矛盾しない結果であった。 
PCRでpks陽性と判定された単一菌株7株のうち、別のプライマー・ペアを用いたPCRでE. coli
以外の腸内細菌科細菌であることが示唆された 1 株につき、16S rRNA 遺伝子内の配列を検出・
増幅するよう適切に設計されたプライマー・ペアを用いた PCR を行ない、PCR 産物を DNA シーク
エンシングにかけた結果、Klebsiella pneumoniae と推定された。 
 
172症例の腸管洗浄液の pks陽性 DNAの有無を上述の方法で Conventional PCRにより判定
した。結果、大腸癌および腺腫患者での pks陽性細菌保有率は controlと比較して有意差を示さな
かった。全細菌数が少なすぎて pks陽性DNAの検出閾値を下回っている可能性が高い腸管洗浄
液や、大腸癌治療中・治療後症例や腸閉塞合併症例など腸内細菌叢に大きな修飾が加わってい
る可能性が高いと推測される腸管洗浄液を除外して再解析しても、結果に大きな変化はなかった。
pks陽性例については real-time quantitative PCRで全細菌に対する pks陽性細菌の比率も検討し
たが、やはり大腸癌・腺腫と control で有意差はなかった。なお既報値を前提とした場合の本研究
の統計学的検出力は充分であった。 
この結果を上述の大腸組織検体を用いた既報と比較したところ、大腸癌症例での pks陽性細菌
保有率（58％）は既報とほぼ同程度であったが、control 症例での保有率（46%）が既報（8~21%）と
比較してかなり高く、大腸癌・腺腫と有意差が出ない主原因と考えられた。なお年齢および性別に
よる pks陽性細菌保有率への影響は見られず、また症例構成は既報と有意差はなかった。 
本研究の control症例で pks陽性細菌保有率が既報より高かった要因について考察を加えた。
主に考えられる要因としては、本研究参加症例の多くが外来症例であり食事内容や抗菌薬投与歴
の詳細を確認できなかったこと、pks陽性細菌の大多数が属するとされる phylogenetic group B2 E. 
coli の E. coli 全体に占める割合が日本人では比較的高いことが関係していると考えられた。また
同時に、既報で使用された大腸組織検体と本研究で対象とした腸管洗浄液の性質の違いについ
ても既報を含めて考察したが、pks 陽性細菌の有無を検討する上で検体種類の違いはそれほど大
きな影響を持っているとは考えにくいと考えられた。 
これらの点についてより明らかにするために、今後は各症例の腸管洗浄液から得られた E. coli 
のうち phylogenetic group B2株の占める割合を解析する、また、同一症例において内視鏡検査中
に腸管洗浄液と大腸組織検体の両方を採取し、全細菌量・腸内細菌科細菌量・E. coli 量・pks 陽
性細菌量を定量・比較するなどの追加検討が可能であるものと考える。 
 
PCR で pks 陽性と判定された単一菌株 7 株を用いた clbP 遺伝子シークエンシングの結果、う
ち 6株（E. coli 5株と Klebsiella pneumoniae 1株）が E. coli clbP遺伝子のリファレンス配列と完全
一致した。残る 1 株（E. coli ）は 1 塩基のみ、翻訳後蛋白のアミノ酸変異を伴う変異が見られた。
Colibactin 蛋白の生成過程や立体構造についてはいまだ仮説の段階にあり、このような変異が生
体内で持ち得る意義については今後考察していく必要がある。 
 
